RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 25/08/2025.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

INFLUENCIA DA FARINHA DE MICROALGA
(Schizochytrium sp.) NO PERFIL METABOLICO,
IMUNOLOGICO E DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE
TAMBAQUIS EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Allana Feitoza da Silva

Eng. de Pesca

Jaboticabal - Sdo Paulo
2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

INFLUENCIA DA FARINHA DE MICROALGA
(Schizochytrium sp.) NO PERFIL METABOLICO,
IMUNOLOGICO E DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE
TAMBAQUIS EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Allana Feitoza da Silva

Orientadora: Prof2. Dr2. Elisabeth Criscuolo Urbinati

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Yukihiro Gimbo

Tese apresentada ao programa de
Pos-graduacdo em Aquicultura do
Centro de Aquicultura da UNESP -
CAUNESP, como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de Doutor

Jaboticabal - Sdo Paulo
2023



Silva, Allana Feitoza da
53861 Influéncia da farinha de microalga (Schizochytrium sp.) no perfil
metabolico, imunologico e do sistema anfioxidante de tambaquis em

diferentes temperaturas. / Allana Feitoza da Silva. — Jaboticabal, 2023
59 p. 1l tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientadora: Elisabeth Criscuolo Urbinati

Coorientadora: Rodrigo Yukihiro Gimbo

1. Resposta ao choque térmico. 2. Acidos graxos. 3. Imunidade. 4. Estresse
oxidativo. 5. Metabolismo. I Titulo.

Sistema de geracio automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias

Apgranias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha nio pode ser modificada.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp”

CERTIFICADO DE APROVAGAD

TITULO DA TESE: INFLUENCIA DA FARINHA DE MICROALGA {Schizochytrium gp.) NO PERFIL
METABOLICO, IMUNOLOGICO E DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE TAMBAQUIS EM
DIFERENTES TEMPERATURAS.

AUTORA: ALLANA FEITOZA DA SILVA
ORIENTADORA: ELISABETH CRISCUOLDO URBINATI

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em Aguicultura, pala
Comissd3o Examinadora:

Profa. Dra. ELISABETH CRISCUOLO URBINATI (Participagao Virtual) : T
Departamento de Moriologis & Fisiclogia Animal | FCAV/Unesp, Jaboticabal/SP (laabatk thbimats

Oocurrasio s dgrslrarin
Prof. Dr. EDUARDO PAHOR FILHO (Participagao Virtusl) \by s ron
I Universidade Federal de S0 Jodo del Rei-MG (UFSJ), S&o Jodo del Rei-MG 9 e e AP

Deocarsesic smunada digitslressin

Prof. Dr. THIAGO FERMANDES ALVES SILVA (Participagao \irtual) “h { TG FERHAHDES ALVES SILWA
. Universidads Federal do Piaul, Campus Ministro Reis \Velloso, Pamaiba-Fl g [habac 2 O ¥ 11 e

i T ey T w3 L, L

Prof. Dr. INACIO MATEUS ASSAME (Paricipagao Virtual) v ek, |
. i Cantro de Aquicultura da Unesp, Caunesp, Jaboticabal-5P ™ ’

Prof. Dr. MARCIO AQUIO HOSHIBA (Parficipagan Wirtual)
Departamento de Zootecnia @ Extensio / Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Culaba-MT

Decaressic saunads Jigisireasis

"-!.b -« RLRRACA AT HOS HiEh
g Dl 00Ty 10T

ey o P Fecan o, Dy

Jaboticabal, 25 da agosto de 2023

Carr de -
i -da Sceama Prod Pl Coradn Coume kg, ah®, 133700030, lazoicazal - ShioFaio
b h




A minha mée, professora de matematica e a todos os
professores que por meio da educacgdo e do conhecimento

transformam vidas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS, por ter permitido chegar a essa etapa em minha vida,

sem sua presenca nada seria possivel.

Agradeco a minha querida mée, Maria Olinda, por ser minha referéncia
como pessoa e ter proporcionado caminhos ao aprendizado, a educacéo, eu ndo

seria a mesma sem sua presenca, quanta saudade!

A minha orientadora, Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati, por toda
orientacdo, aprendizado, compreensédo, confianca, carinho e amparo nestes
altimos anos, além de toda calma transmitida sempre, obrigada, me sinto

honrada e imensamente grata ao ter trabalhado com a senhora!

A Dra. Ligia Uribe Goncalves, obrigada pela parceria em nosso
experimento, pelos tambaquis, elaboracdo das dietas e amizade, és uma
profissional, amiga e pessoa que tenho total admiracdo sempre!

A toda equipe de alunos do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia
(INPA), em especial ao Francisco Dantas, Driely Monteiro, Thiago Macedo, Ana
Beatriz e Claudia Epifanio, por toda disposi¢cdo e amparo sempre, amo Vocés!

A toda equipe do Laboratério de Fisiologia e Metabolismo de Peixes (Lab.
158) da Universidade Nilton Lins, Angelo Carlo, Adria Gomes, Mavi Lobo,
Shamila Magalhdes, Larissa Salgado, Larissa Fonseca, Walleska Freitas,
Priscila Miller e Deborah Jacob, e aos demais alunos que passaram pelo
laboratério, ou ajudaram na coleta e me fizeram aprender um pouco mais.
Agradeco pela amizade, momentos de descontragéo e de muito trabalho, com

vocés tudo foi possivel!

Ao meu coorientador por ter aceitado, apoiado essa parceria Dr. Rodrigo
Gimbo.

Vi



A técnica, Damares Perecim e aos amigos do Laboratério de Fisiologia de
Peixes (LAFIP) — UNESP, Aurea Veras, Raissa Ribeiro, Adriane Bido, Thais
Lucato, Mariana Maluli, Camila Faria, Julyana Cristyna, Eduardo Pahor, Fabio
Goncalez e Weliton Vilhalba com toda certeza o convivio e aprendizado com
vocés foi importante, mesmo que em menor tempo com alguns. Muito obrigada

por todo amparo e auxilio, ajuda nas analises, tornaram esse momento possivel!

Aos amigos Aline Brilhante, Ivan Tribuzy, Giulia Lopes, Aldessandro
Amaral, Katrine Gomes, Yamilly Lopes, Fernanda Cunha, Larissa Lira, Karen
Alves, Sunique Poa, Larissa Franca e Thyssia Bomfim sdo anos e muito carinho
até aqui, vocés continuam me apoiando em momentos decisivos, obrigada pelo

incentivo a realizacéo de sonhos!

Aos amigos que fiz em Jaboticabal, Andressa Tellechea (Andressita),
Thiago Fernandes (Thi), Marla Frasson (Vizinha), Laiza Silva, Mareliza Menezes
e Mariana Roza, e as minhas manas (Tha, Dri, Rah e Aurita), vocés todos me
fizeram sentir em casa morando em Jaboticabal e agora tenho amigos em todas

as regides desse Brasil!

Ao Hansley Melo, por seu amparo, carinho e amor. Com toda certeza

nunca me senti tdo incentivada, motivada, és fundamental.

Aos colegas de trabalho do Instituto de Desenvolvimento Agropecuario e
Florestal Sustentavel do Estado do Amazonas — IDAM, obrigada por todo

incentivo mesmo diante de tantas atribuicbes a serem realizadas, foi desafiador.

A minha Madrinha Jucineide Feitoza, ao meu irmdo Domingos Alves e
familiares, incluindo os de coracdo, por todo incentivo! Aos meus irmaos
paternos que pesar do pouco contato sei que torcem e me enviam as melhores

energias.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Aquicultura do Centro de Aquicultura
da UNESP (CAUNESP), pela oportunidade. A todos os professores e

vii



funcionarios do CAUNESP. Ao David, Assistente Administrativo da pos-

graduacdo — CAUNESP, por ser sempre tao solicito em seus atendimentos.

Aos Drs. Eduardo Pahor Filho, Thiago Fernandes Alves Silva, Marcio
Aquio Hoshiba, Inicio Mateus Assane e a Dra. Silvia Umeda Gallani, pelas
contribuicdes e questionamentos durante o exame geral de qualificacéo e defesa
do doutorado. E a todas as pessoas que contribuiram direta ou indiretamente na

realizacdo deste trabalho.

Muito obrigada!l

viii



APOIO FINANCEIRO
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de
Financiamento 001, processo n° 88882.433866/2019-01.



SUMARIO

RESUMO ... eiiiii ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e e e e sttt e e e e e e e e s e nnnsbbeneeeeeeas 1
AB S T R A T e 1
CAPITULO 1 ittt sttt e s nenes 3
Lo AQUICUIUIAL. ... 4
2. TAMDAGUI ..o 5
3. Temperatura COMO ageNe ESIIESSON ......vivuueiiiieeiiie e e ea e eaes 6
4. Respostas ao estresse x Sistema Imune x Sistema Antioxidante ............... 8
5. Farinha de microalga como fonte de acidos graxos .........cccccceeeeeeeeeeeeeennns 12
6. REIEIENCIAS.....cc o e 14
CAPITULO 2 1.ttt e 22
RS U1V 23
N 1S3 I ¥ O 24
Lo INEFOTUGAD ... ..t 25
2. Material € MELOUOS .....ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.1, ANIMAIS € LOCAl ..ccooeeeeeeeeeeeeeee 27
2.2. Dietas EXPEeriMENtaIS.......ccceeeeiiiiieiiiiii e e e et e e e e e e e e e e eeeanes 27
2.3. Delineamento e condi¢cdes experimentais ........cccceveeeeeeeevevviiiiiiieeeeeeeennnns 27
2.4. Andlises [aboratoriais .........ccoooeeee e, 29

2.4.1. Indicadores metabdlicos (Glicose no plasma, Proteina total no figado,
Glicogénio hepatico e NUmero de eritrOCitos).........cceeeeeeeeeeeeee e, 29

2.4.2. Indicadores imunoldgicos (Atividade respiratéria de leucécitos,
Atividade do sistema complemento — via alternativa e Concentracéo sérica de

[ISOZIMIA) ... 30
2.4.3. Indicadores do sistema antioxidante no figado (SOD, CAT, GPx, GST,

‘GSH, LPO) oot 31
2.4.4. ANalise estatistiCa .......ccoeeeeeeeee e 32
3. RESUIAUOS......euiiie et e et e e e e e e e e et e e e e e e eeeene 33
3.1. Indicadores metabOliCOS ........ccooeiiiiiiei i 33
3.1.1. Concentracao plasmatica de gliCOSe............uuviiiiiieeiiiiiiiiiiie e, 33
3.1.2. Concentracao de proteina total no figado ..............cccoevevviiiiiiieeiienennn, 34
3.1.3. Concentracao de glicogénio hepatico no figado ...............cceeeeeeeeeennn. 35
3.1.4. Numero de eritroCitoS (RBC) ....oooeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee 36
3.2. Indicadores de resSpoSta iNAta...........coeeeeeeeeeiiieeeeeee e 37
3.2.1. Atividade respiratoria de leucOcitos (ARL) .......cooovveeiiiiiiiii, 37
3.2.2. Atividade hemolitica do sistema complemento no soro (AHCso)......... 38



3.2.3. Concentragdo serica de liISOZIMA ........ccooviiiiiiiiiiiiieeieiiieeee e 39
3.3. Indicadores do sistema antioxidante No figado .............cocccviiiiiiiiiiinnnns 40
3.3.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD).........ccccceeeeeeeeiiieiiiiiieeeeee, 40
3.3.2. Atividade da catalase (CAT)....cuuuuuiiiieieiiieeiiiiiiie e eeeeees 41
3.3.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPX) .......ccccceeevveiviiiiiiiiiiieeeeeeennnns 42
3.3.4. Atividade da glutationa-S-transferase (GST)..........ccevvvvvvviiiiieeeeeeennnns 43
3.3.5. Concentracao da glutationa reduzida (GSH)..........ccccevvvvviiiiiiieeeeeennns 44
3.3.6. Peroxidacao lipidica (LPO)..........uuiiiiieeiiiiieiie e 45
4. DISCUSSEO ...ccoiiiiiiiieeee e 46
T O] o o] U 17- Lo J PSPPI 52
B. REMEIENCIAS. .. .uuiii it eeeaeaee 53

Xi



RESUMO

O tambaqui é a principal espécie nativa produzida na aquicultura Brasileira e da
América Latina. Fato que fortalece a necessidade de estuda-lo em diferentes
temperaturas, considerando a grande amplitude térmica das regides de sua
producdo. Aditivos ricos em Aacidos graxos insaturados provenientes da
microalga (Schizochytrium sp.) para dietas de peixes, podem ser uma alternativa
afim de melhorar a capacidade fisiol6gica desses organismos ao combate de
danos durante a exposicéo de temperaturas mais baixas que as de seu conforto
térmico. Neste contexto, esta tese esta dividida em dois capitulos: 1- Introducao
Geral, revisando os principais aspectos abordados no estudo e capitulo 2 — No
qual foi realizado um experimento com objetivo de avaliar a influéncia dos acidos
graxos insaturados da farinha de microalga no perfil metabdlico, imunolégico e
do sistema antioxidante de tambaquis em temperaturas de 19,91+0,30 a
23,74+0,25°C e 29,65+0,47 °C. Foram testados dois grupos: controle -
alimentados com dietas comerciais (6 caixas) (T1 e T2 - C) e o grupo alimentado
com farinha de microalga (6 caixas) (T3 e T4 - FM). Ap6s 15 dias de alimentacdo,
3 caixas de cada grupo foram expostas a temperatura (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) e outros 3 permaneceram em temperatura ambiente (29,65+0,47
°C). Ap6s 1, 3 e 6 horas expostos a temperatura reduzida (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) e ambiente 29,65+0,47 °C, os peixes foram amostrados para
avaliacdo de indicadores fisiolégicos: metabdlicos (glicose, proteina e glicogénio
hepaticos, eritrocitos), imunoldgicos (atividade respiratoria de leucocitos/ARL,
concentracdo sérica de lisozima e atividade sérica do sistema
complemento/AHCs0) e do sistema antioxidante (atividade das enzimas
superoxido dismutase/SOD, catalase/CAT, glutationa peroxidase/GPx,
glutationa-S-transferase/GST, concentracdo de glutationa reduzida/GSH,
lipoperixidacao lipidica/LPO) (n=12, 4 peixes/caixa). A exposicao a temperaturas
(19,91+0,30 a 23,74+0,25°C) e a dieta com farinha de microalga aumentaram as
concentracbes de glicose e numero de eritrocitos. A farinha de microalga
aumentou a disponibilidade do glicogénio. Temperaturas (19,91+0,30 a
23,74%0,25°C) aumentaram a ARL e a farinha de microalga diminuiu a ARL,
AHCso e a concentracdo sérica de lisozima. A atividade das enzimas do sistema
antioxidante SOD, CAT, GPx e GST e a concentracdo de GSH foram
aumentadas em funcdo da farinha de microalga. Nossos resultados
demostraram que a farinha de microalga influenciou no perfil metabdlico,
imunidade inata e sistema antioxidante de tambaquis expostos a temperaturas
de 19,91+0,30 a 23,74+0,25°C, reforcando um possivel papel protetor dos acidos
graxos insaturados contidos na farinha de microalga.

PALAVRAS-CHAVE:

Resposta ao choque térmico, acidos graxos, imunidade, estresse oxidativo,
metabolismo, Colossoma macropomum



ABSTRACT

Tambaqui is the main native species produced in Brazil and Latin American
aguaculture. This makes it necessary to study it at different temperatures, given
the wide temperature range in the regions where it is produced. Additives rich in
unsaturated fatty acids from microalgae (Schizochytrium sp.) for fish diets could
be an alternative in order to improve the physiological capacity of these
organisms to combat damage during exposure to temperatures lower than those
of their thermal comfort. In this context, this thesis is divided into two chapters: 1-
General Introduction, reviewing the main aspects covered in the study and
Chapter 2 - In which an experiment was carried out with the aim of assessing the
influence of unsaturated fatty acids from microalgae meal on the metabolic,
immune and antioxidant system profile of tambaquis at temperatures of
19.91+0.30 to 23.74+0.25°C and 29.65+0.47°C. Two groups were tested: control
- fed commercial diets (6 tanks) (T1 and T2 - C) and the group fed microalgae
meal (6 tanks) (T3 and T4 - FM). After 15 days of feeding, 3 tanks from each
group were exposed to temperature (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and the other
3 remained at room temperature (29.65+0.47°C). After 1, 3 and 6 hours exposed
to reduced temperature (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and ambient temperature
of 29.65+0.47°C, the fish were sampled to assess physiological indicators:
metabolic (hepatic glucose, protein and glycogen, erythrocytes), immunological
(respiratory activity of leukocytes/ARL, serum lysozyme concentration and serum
activity of the complement system/AHC50) and antioxidant system (activity of the
enzymes superoxide dismutase/SOD, catalase/CAT, glutathione
peroxidase/GPX, glutathione-S-transferase/GST, reduced glutathione
concentration/GSH, lipid peroxidation/LPO) (n=12, 4 fish/tanks). Exposure to
temperatures (19.91+0.30 to 23.74+0.25°C) and the diet with microalgae flour
increased glucose concentrations and erythrocyte numbers. Microalgae meal
increased glycogen availability. Temperatures (19.91+0.30 to 23.74%0.25°C)
increased ARL and microalgae meal decreased ARL, AHC50 and serum
lysozyme concentration. The activity of the antioxidant system enzymes SOD,
CAT, GPx and GST and the concentration of GSH were increased as a function
of microalgae flour. Our results showed that microalgae meal influenced the
metabolic profile, innate immunity and antioxidant system of tambaqui exposed
to temperatures ranging from 19.91+0.30 to 23.74+0.25°C, reinforcing a possible
protective role of the unsaturated fatty acids contained in microalgae meal.

KEYWORDS:

Heat-shock response, fatty acids, immunity, oxidative stress, metabolism,
Colossoma macropomum



CAPITULO 1

Introducéo Geral



1. Aquicultura

A aquicultura é uma atividade agropecuéria que tem como objetivo a
producdo de organismos aquaticos para a nutricdo humana em condicdes
controladas. Atualmente, 811 milhdes de pessoas sofrem de fome e 3 bilhdes
ndo podem pagar por dietas saudaveis (FAO, 2022). Tal situagéo intensifica a
urgéncia para transformar os atuais sistemas agroalimentares para serem mais
seguros, acessiveis e sustentaveis (Fialho et al., 2021).

A aquicultura destaca-se como potencial atividade sustentavel uma vez que
permite o desenvolvimento de novas técnicas de producgdo para o setor, além de
proporcionar o maior controle do ambiente aquatico (Golovacheva et al., 2022),
com beneficios ambientais relevantes, transformando estas caracteristicas em
ganhos de produtividade e qualidade no cultivo/criacdo de diferentes plantas e
animais aquéaticos (Siqueira, 2017).

O ultimo recorde histérico referente a aquicultura ocorreu em 2020,
resultando em 122,6 milh6es de toneladas de pescado, equivalente a 281,5
bilhdes de dblares. Neste mesmo ano, o consumo de alimentos aquaticos foi de
20,2 kg per capita, incremento que dobrou a taxa de consumo dos ultimos 50
anos. A nivel mundial, a Asia aparece como principal continente produtor (70%
do total), seguido das Américas, Europa, Africa e Oceania. A China, manteve-se
como o principal pais produtor (35 % do total) (FAO, 2022). O Brasil, neste
cenario mundial, ocupa a 21° posicdo, com maior expressividade para a
piscicultura (FAO, 2022; IBGE, 2022). Segundo o perfil econémico da atividade
aguicola brasileira de 2021, a producéo de peixes foi de 558,9 mil toneladas,
avaliada a 4,7 bilhdes de reais (IBGE, 2022).

Entre as espécies mais produzidas em 2021, estdo a tilapia (Oreochromis
niloticus) e o tambaqui (Colossoma macropomum), com 94,5 mil toneladas
despescadas (IBGE, 2022). Apesar do tambaqui ser a espécie nativa mais
produzida no Brasil e ter grande potencial interno de desenvolvimento e de
exportacdo, paises como a China tem se destacado na producdo de espécies
nativas brasileiras como tambaqui, pirapitinga e peixes ornamentais amazonicos.
Em 2022, o pais produziu 59,4 mil toneladas de pirapitinga superando a

producéo brasileira desta espécie (BBC, 2023).



Neste cenario, sdo necessarios estudos para desenvolver tecnologias que
explorem o potencial produtivo nacional de tambaqui visto que, apesar da
espécie apresentar producdo em todos os estados brasileiros, a maior producéo
ainda se encontra centralizada ao Norte do pais nos estados Rondénia, Roraima,
Amazonas e Tocantins e a um estado Nordestino, sendo o Maranhao (IBGE,
2022).



5. Concluséao

Os &cidos graxos insaturados provenientes da farinha de microalgas:

1) influenciaram o perfil metabdlico de tambaquis, favorecendo a modulagéo e
ajustes fisioldgicos durante a exposi¢ao ao frio;

2) interferiram na resposta imunitaria de tambaquis, sendo que a exposi¢cao a

temperatura de 19,91+0,30 a 23,74+0,25 °C potencializou respostas inatas;

3) apresentaram efeito protetor na modulacdo do sistema antioxidante, quando
0os peixes foram expostos a temperatura de 19,91+0,30 a 23,74+0,25 °C,

reduzindo o estresse oxidativo.

Este estudo também auxilia na compreensdo de mecanismos que modulam
sistemas fisiol6gicos do tambaqui em desafio térmico, colaborando para criacédo

desta espécie na aquicultura.
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